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Resumen 
Durante el desarrollo embrionario de los cefalópodos, la influencia materna y la 
temperatura estacional juegan un papel importante. Para entender la importancia de 
estos factores, utilizamos técnicas de fertilización in vitro con la pota voladora”Illex 
coindetii” del Mar Mediterráneo. Se incubaron embriones de este ommastréfido a 17ºC 
y se obtuvieron imágenes a las 40 h, 160 h y a las 260 h del desarrollo. A partir de las 
medidas morfométricas de las hembras desovantes y de las puestas, se realizaron 
correlaciones y pruebas estadísticas que relacionaron la descendencia con sus 
progenitores y con la temperatura estacional. El estudio reveló que la influencia materna 
es un factor determinante durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. Las 
diferencias en la morfometría de las larvas por influencia de la temperatura estacional 
decrecían a medida que se desarrollaron.  
Abstract 
During embryonic development of cephalopods, maternal influence and seasonal 
temperature play an important role. To understand the importance of these factors, we 
used in vitro fertilization techniques with the flying squid “Illex coindetii”, from the 
Mediterranean Sea. This ommastréphid embryos were incubated at 17 ºC and 40 h, 160 
h and 260 h images of development were obtained. From the morphometric 
measurements of the spawning females and eggs-layings, correlations and statistical 
tests related offspring with their parents and seasonal temperature were performed. The 
study revealed that maternal influence is a key factor in early embryonic development 
stages. Differences in larval morphometry under the seasonal temperature influence 
decreases as developed.
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1. Introducción 
1.1 Taxonomía
Todos los cefalópodos actuales son marinos, y los fósiles hallados indican que 
siempre lo fueron. Los primeros ejemplares aparecen  en el Cámbrico Superior (Guerra, 
1992; Dzik, 1981). Plectronoceras cambria (Walcott) es el primer fósil del cual hay 
registro y se asume que evolucionó de un monoplacóforo. La característica distintiva del 
primer cefalópodo es la evidencia de que la concha poseía una cavidad aérea y la dotaba 
de flotabilidad (Clarke & Trueman, 1988). El pie que anteriormente se utilizaba para 
sujeción o caminar por los fondos, ha sido modificado a tentáculos para la alimentación 
y, secundariamente, para la reproducción. También desarrollaron aletas y un tubo 
sellado que, mediante la expulsión de agua a presión, consiguen desplazamiento 
(O’Dor, 1990). Los cefalópodos poseen una simetría bilateral. Dentro de la clase, 
únicamente Nautilus tiene una verdadera concha externa (Guerra, 1992). 
Dentro de los cefalópodos, la familia Ommastrephidae (Steenstrup, 1857) es una 
de las familias más ampliamente distribuidas y abundantes de mundo. Está compuesto 
por especies neríticas y oceánicas. La mayoría de las especies, realizan migraciones 
verticales diurnas, moviéndose hacia la superficie durante la noche y descendiendo a la 
profundidad durante el día.  Los miembros de la familia de los ommastréfidos poseen el 
cartílago de cierre en el sifón en forma de T invertida y una longitud de aletas inferior al 
60% de la del manto. Tienen dos filas de ventosas en los brazos. Conectivos bucales 
unidos a los márgenes dorsales del cuarto par de brazos. Algunos géneros poseen 
fotóforos. Tienen una brida muscular anterior al cartílago de cierre del sifón que va 
desde éste hasta la región ventral de la cabeza. Todas las especies de la familia, cuyas 
etapas del desarrollo después de la eclosión se conocen, pasan por un estado paralarval 
denominado “rhynchoteuthion”. Esta paralarva se caracteriza por la fusión de los 
tentáculos formando una probóscide (Guerra, 1992). Son grandes nadadores y algunas 
especies forman grandes cardúmenes. La mayoría de las especies son explotadas 
comercialmente. El gran tamaño de la mayoría de las especies y su fuerte musculatura 
hacen que sea ideal para el consumo humano. En los últimos años se ha estudiado el 
desove de los ommastréfidos, tanto en laboratorio como en el mar (Boletzky, 1986; 
Guerra 1992). El desove se produce en alta mar soltando una masa gelatinosa con miles 
de huevos que posee flotabilidad neutra y se dispersa con las corrientes. Este hecho hace 
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que sea muy difícil la localización y muestreo de los huevos. Su estudio en el 
laboratorio puede ayudar a comprender esta fase que en la naturaleza es casi imposible 
de observar. 
Los calamares oceánicos representan el 51% de las capturas totales de 
cefalópodos (FAO 2010). La familia Ommastrephidae,  representa un gran porcentaje 
de las capturas de cefalópodos. En Europa la mayoría de  especies que se desembarcan 
son Illex coindetii, Todaropsis eblanae y Todarodes sagittatus (Figura 1). Illex coindetii
es, mayormente, capturado por pesca indirecta del fondo. Su comercialización en los 
últimos años ha ido ascendiendo y oscilaba desde 3.000 hasta más de 7.000 toneladas 
(Pierce et al., 2010). Illex coindetii juega un papel esencial como acelerador de 
ecosistema por su alta ingesta de alimentos y su rápida transformación en energía y 
acumulo de proteína disponible para el consumidor. La alta tasa de crecimiento (Rosas 
et al., 2007) hace que sea objeto de estudio para la explotación acuícola. No se ha 
conseguido completar el ciclo biológico de forma artificial. Hay estudios económicos 
sobre explotaciones de engorde de Octopus vulgaris (García García et al., 2004), pero la 
rentabilidad es baja y con alto riesgo de pérdidas. El presente trabajo se centra en 
determinar los posibles efectos maternos que influyen en la descendencia, tanto oocitos 
de la hembra como en los embriones. 
Figura 1. Sistemática actual de la familia Ommastrephidae. (*) Indica los géneros representados en 
la Península Ibérica. Imagen de Roig, L. basado en la clasificación de Guerra (1992).
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1.2 Illex coindetii (Vérany, 1839)
El género Illex consta de 4 especies que viven en el Atlántico. Sólo Illex 
coindetii (Figura 2) es propia de nuestras aguas. La gran abundancia en el Mediterráneo 
y su proximidad, hace de Illex coindetii una especie óptima como especie modelo para 
estudios tanto morfológicos como experimentales. Los estudios previos de fertilización 
in vitro (Villanueva et al., 2011) ayudan a la obtención alternativa de las primeras etapas 
del desarrollo embrionario necesario para desarrollar el cultivo de las larvas. Es una 
especie oceánica y nerítica de la familia Ommastrephidae que vive desde la superficie 
hasta 1.100 metros de profundidad, siendo común su captura entre 60 y 400 metros 
(Jereb and Roper, 2010). Hacen migraciones verticales hacia el fondo durante el día y 
por toda la columna de agua durante la noche formando cardúmenes. Durante el 
invierno se localizan en aguas más profundas y durante el verano, en agua más someras. 
La longevidad se calcula sobre 1 año como se puede observar en el estudio de los 
estatolitos de Illex en el estudio de Sánchez et al (1998). La edad de madurez sexual es 
variable, oscila entre los 100 y 271 días para machos y 140 a 285 en hembras (Pierce et 
al., 1985), y dos etapas de mayor actividad: primavera-verano y otoño-invierno (Rosa et 
al. 2013).  
Se localiza en el Atlántico oriental, desde el canal de Bristol hasta las islas 
británicas al sur de Namibia, en el Atlántico occidental, desde Cabo Cañaveral hasta 
Venezuela y Surinam y el Golfo de México, y es, junto a Todarodes sagittatus
(Lamarck, 1798), uno de los cefalópodos más comunes en el Mar Mediterráneo 
(Sánchez et al, 1998).   
Puede llegar a los 370 mm de longitud dorsal del manto, aunque las medidas 
varían según la zona de muestreo (Rosa et al, 2013). Los machos son más robustos y 
pesados que las hembras a una misma talla (Ceriola et al, 2006). La anchura del manto 
oscila entre 17-25% de su longitud. Las aletas romboidales, cuya anchura varía entre 
45-60% de la longitud del manto. Impresión sifonal sin foveola y sin bolsas laterales. 
Dáctilo de la maza tentacular con 8 filas de ventosas diminutas. La hectocotilización 
afecta con igual frecuencia al brazo ventral derecho o izquierdo, pero nunca a los dos a 
la vez, ocupando un tercio de la longitud del brazo y en ella las trabéculas distales están 
modificadas formando orlas de lengüetas hacia el ápice, donde se van perdiendo las 
ventosas y van siendo sustituidas por lamelas (Guerra, 1992). 
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1.3 Reproducción, alimentación y crecimiento de Illex coindetii.
Según Sánchez et al. (1988) Illex coindetii es un especie estratega de la “r”, 
debido a su corto periodo de vida. Las hembras desovan durante todo el año con dos 
épocas de mayor actividad: primavera-verano y otoño-invierno (Arkhipkin et al., 2000). 
El pico de primavera muestra un desarrollo más rápido que el de otoño (Rosa et al. 
2013). Una hembra produce entre 3.500 y 300.000 oocitos (Rosa, 2013). Los oocitos 
oscilan entre 0.8 y 1.3 mm de diámetro (Boletzky et al., 1973; Gonzalez et al., 1996a; 
Hernández-Garcia, 2002), con una alta mortalidad y un crecimiento rápido donde las 
hembras adquieren una mayor talla que los machos durante la madurez sexual. El manto 
es el principal órgano que se desarrolla, con un crecimiento exponencial. Esto se debe a 
la necesidad de proteger los órganos localizados en el interior de la cavidad como se 
observó Octopus mimus (Uriarte et al., 2012) y Robsonella fontaniana (Uriarte et al., 
2009). 
Cuando el macho está sexualmente maduro, empaqueta los espermatozoides en 
espermatóforos que se acumulan en el saco espermatofórico (Bolsa de Needhman) 
(Nigmatullin et al., 2003). El macho coloca, con el hectocotilo, estos espermatóforos en 
diferentes partes del interior de la hembra (Villanueva et al., 2012). Generalmente están 
Figura 2. Visión de Illex coindetii. A y B muestran una visión ventral y dorsal 
respectivamente. Foto de Fernández-Álvarez, F.Á., 2014. C muestra una visión dorsal. 
Figura de Guerra, 1992. 
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situados en la superficie interna del manto cerca de la base de las branquias (Sakai et al., 
1998). Tras la cópula y una vez anclados en el cuerpo de la hembra, estos paquetes 
espermáticos se denominan espermatangios. 
La hembra madura, hace pasar los oocitos desde el ovario hasta las glándulas 
oviductales a través de los oviductos y son expulsados al exterior encapsulados en 
masas gelatinosas. Sólo citado en la naturaleza por Naef (1928) y se han obtenido 
puestas en acuario excepcionalmente (Boletzky y Aroles, 1973). También se han 
observado puestas en ejemplares cautivos de otras especies del mismo género,  Illex 
illecebrosus (O’Dor and Balch, 1985). La tasa de crecimiento es muy elevada y la sex 
ratio es cercana a 1:1. Su alimentación se basa en peces y crustáceos, y en menor 
medida de moluscos. Se  ha observado canibalismo (Hanlon y Messenger, 1998; Rosas-
Luis et al, 2014), pero no es importante para dicha especie (Rosas, 2013). A su vez, Illex 
coindetii tiene una gran importancia en el ecosistema porque es alimento de mamíferos 
marinos, peces, tiburones y aves marinas (González y Guerra, 2013). 
1.4 Marco de estudio
Se ha observado que una expansión inadecuada del corion y la eclosión 
prematura son los principales problemas que suceden durante la fertilización in vitro
(Villanueva et al. 2012). La adición de una solución de glándula oviductal durante la 
fertilización da una mejor expansión del corion en los embriones, aumentando el 
tamaño de los huevos y mejorando el uso de la reserva vitelina (Ikeda et al. 1993; 
Villanueva et al. 2011). Este punto es importante ya que se ha visto una correlación 
positiva entre el tamaño del huevo y el tamaño de la larva en peces (Coleman y Galvani, 
1998) y en Robsonella fontaniana (Uriarte et al. 2009).  
Se sabe que la temperatura tiene una fuerte influencia sobre el crecimiento 
exponencial de las primeras fases del desarrollo de los cefalópodos (Leporati et al. 
2007). A mayor temperatura el desarrollo embrionario es más rápido (Ceriola et al. 
2006; Sakai et al. 1988; Villanueva et al. 2011). Este aspecto ha sido estudiado para 
observar la variabilidad de tallas con la variación de temperaturas estacionales 
(Forsythe, 2004).  Bengtson et al. (1987) observaron que los efectos maternos tienen 
una mayor influencia en los primeros estadíos de Menidia menidia (la sardina atlántica) 
y tiene una gran influencia en el marco evolutivo. 
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2. Material y métodos 
2.1 Recogida de gametos y fertilización artificial
Los ejemplares maduros de Illex coindetii fueron obtenidos a partir de las 
capturas procedentes de la flota de pesca de arrastre, realizadas a una profundidad 
aproximada de entre 100 y 350 m, de las lonjas de Vilanova i la Geltrú, Barcelona y 
Tarragona. Se siguió la metodología utilizada por Villanueva et al. (2011) para la 
recogida de gametos. Se seleccionaron los individuos de mayor talla de las capturas 
obtenidas en el último lance de los arrastreros. Se depositaron en neveras herméticas, en 
las cuales se había introducido una base de hielo y un plástico recubriéndolo para evitar 
el contacto directo. Experimentos previos de la optimización de protocolo de Villanueva 
et al. (2012) sugirieron que la frescura de los ejemplares eran un factor importante 
relacionado con el ratio de fertilización. Una vez en el laboratorio, se seleccionaron los 
ejemplares por su madurez sexual correspondientes al estadío VI descrito por Brunetti et 
al. (1999). Los espermatangios adheridos dentro del manto de las mismas hembras 
maduras fueron utilizados como fuente de esperma (Villanueva et al. 2011). 
 El protocolo utilizado para la fertilización está basado en las técnicas descritas 
por Villanueva et al. (2012) con algunas modificaciones. Todo el material reutilizable 
de vidrio fue previamente lavado con agua dulce y esterilizado mediante el autoclavado 
(20 minutos a 121oC). El material de disección, como tijeras y pinzas, y las mallas de 
filtrado se lavaron primero con agua dulce y posteriormente desinfectadas con etanol 
96o. El resto de material no reutilizable se recicló según los protocolos del Instituto de 
Ciències del Mar (ICM) para evitar en lo máximo de lo posible la contaminación 
ambiental.  
En todos los experimentos se utilizó agua de mar filtrada (AMF) del circuito 
abierto del la Zona de Acuarios y Cámaras Experimentales (ZAE) del ICM, el cual 
posee un filtro de arena de unas 20 µ aproximadamente. Esta agua se filtró a su vez con 
un filtro de 0.2 µ (filtros Whatman) y almacenada en una cámara oscura a 4oC hasta su 
uso. Toda AMF utilizada durante los experimentos contenía 25 mgl-1 de ampicilina y 25 
mgl-1 de estreptomicina (Staaf et al.2008) con el fin de evitar crecimientos bacterianos y 
posibles patologías en los embriones durante su incubación. 
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El esperma obtenido de los espermatangios extraídos de las hembras fecundadas 
(Figura 3), se limpió con agua de mar filtrada a 20 µm sin antibióticos para extraerles 
todo material orgánico y suciedad. En los experimentos, en los cuales no había 
suficientes espermatangios, se utilizaron espermatóforos de los machos maduros que 
salían de la misma pesca. Los espermatangios limpios se depositaron en placas de Petri 
de plástico estériles (60 mm de diámetro), se les extrajo la base de anclaje al manto y se 
trituraron con unas tijeras. Para la activación del esperma, la masa triturada se mezcló 
con AMF con antibióticos y se filtró con una malla de 200 µm. Después de 25 minutos 
de activación, se añadió a las placas con los oocitos. 
Para la recolección de oocitos, se diseccionaron las hembras mediante una 
incisión en el margen superior del manto, dejando al animal abierto ventralmente 
(Figura 3). Sujetando la glándula oviductal y cortando la membrana del oviducto, se 
extrajeron los oocitos y se depositaron en placas de Petri estériles de 60 mm de 
diámetro. Se depositaron entre 200-300 oocitos en cada placa intentando llenar entre 4-
10 placas de oocitos por cada hembra. Una muestra de los oocitos de cada hembra se 
depositó en crioviales y trasladado a cámara de -80 oC para el posterior análisis de 
calorimetría de los mismos. Se guardaron las glándulas oviductales de las hembras en 
un bote de cristal a -80 oC para su posterior liofilizado y uso en posteriores 
fertilizaciones. 
Figura 3. Hembra madura diseccionada de Illex coindetii. La glándula nidamental está desplazada 
para mostrar el espermatangio adherido. Foto de Villanueva, R. para proyecto Calocean 
(http://calocean.icm.csic.es/).
12 
Una vez puestos los oocitos en las placas, se añadió la solución de esperma a las 
placas de Petri con pipetas Pasteur estériles de 3ml. Transcurridos unos 25-30 minutos, 
se cubrieron todos los oocitos con gel de glándula oviductal hasta cubrirlos unos 12ml 
de solución. Se requiere la presencia de glándula oviductal para la expansión coriónica 
como demostró Ikeda et al. (1993). La glándula oviductal se obtuvo de las hembras de 
experimentos anteriores. Las glándulas se congelaron a -80 ºC, se liofilizaron durante 24 
h y se trituraron con un molinillo eléctrico hasta obtener un polvo el cual se volvió a 
guardar a -80 ºC. Este polvo se mezcló con AMF a una concentración de 1 g l-1  y 
filtrado doblemente por mallas de 500 µm y 300 µm para obtener el gel de glándula 
oviductal. Se marcaron y colocaron todas las placas distribuidas por hembras en 
contenedores de plástico y se depositaron en incubadoras a oscuras a 17 oC (Villanueva 
et al., 2011).  
2.2 Determinación de tasas de fertilización y selección de huevos
Unas 16-18 h después de la fertilización, las placas fertilizadas se observaron 
mediante una lupa binocular a unos 20-40 aumentos. Para cada hembra se calculó un 
porcentaje estimado de fertilización por recuento directo de los huevos. Los huevos 
fertilizados se trasfirieron, mediante pipetas Pasteur estériles de 3 ml, a placas de Petri 
estériles de 60 mm con AMF con antibiótico. Se depositaron entre 40-45 huevos 
aproximadamente por placa hasta completar un máximo de 12 placas por hembra. Estas 
placas fueron etiquetadas con número de la hembra y el número de placa. 
2.3 Determinación de los estadíos de desarrollo 
Todas las placas fueron observadas cada 24 h aproximadamente. Cada día se 
cambió el AMF con antibiótico, se extrajeron y contaron los embriones muertos y se 
anotaron las deformidades que se iban observando para obtener la supervivencia. Se 
seleccionaron tres estadíos de desarrollo embrionario para realizar el estudio: huevo de 
40 h, recién nacido prematuro de 160 h y recién nacidos de 260 h (Figura 4). Estos tres 
estadíos corresponden respectivamente a estadío 13, estadío 27 y estadío 30 según  
Sakai et al. (1998) para Illex argentinus. De cada estadío se obtuvieron fotos y videos 
con la lupa Leica MDG41 a 16 aumentos. En estos tres estadíos también se recogían 
muestras de los individuos, sacrificándolos reduciendo la temperatura a 4ºC aprox. y 
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colocándolos  en eppendorfs previamente tarados con el objetivo de obtener su peso 
seco.  
Se escogieron estos tres estadíos para poder contrastar los cambios que se 
observan a lo largo del desarrollo. En el estadío 13 (40 horas de desarrollo) el 
blastodermo cubre aproximadamente 2/3 del huevo y la línea germinal alcanza una 
posición cercana al polo animal. En el estadío 27 (160 h) el saco vitelino interno se 
bifurca hasta la base de los órganos internos, los tentáculos están poco desarrollados y 
fusionados en la parte proximal y eclosionan los prematuros. En el estadío 30 (260 h), 
es el recién nacido, el saco de tinta está lleno, la masa bucal y las aletas son funcionales, 
el ancho de la aleta es casi igual a la anchura de la cabeza y la probóscide es extensible 
(Sakai et al. 1998). 
Figura 4. Estadíos estudiados. Arriba se muestra el huevo de 40 h (A), el embrión recién eclosionado 
prematuro de 160 h (B) y el recién eclosionado a término de 260 h (C). Imágenes modificadas de Sakai et 
al. (1998) para Illex argentinus. Abajo se muestra el huevo de 40 h (D), el embrión recién eclosionado 
prematuro de 160 h (E) y el recién eclosionado a término de 260 h (F) en Illex coindetii. Imágenes 
obtenidas con lupa Leica MDG41 obtenidas a 16 aumentos.
A B C
D E F
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2.4 Diseño experimental
2.4.1 Análisis de datos 
A cada hembra se le asignó un número siguiendo un orden y en qué época fue 
recogida dándole un valor del 1 al 4, donde el 1 es primavera, 2 verano, 3 otoño y 4 
invierno. Antes de la disección, se obtuvo el peso total en gramos (g) mediante una 
balanza y la longitud dorsal del manto (LDM) en centímetros (cm) mediante un 
ictiómetro graduado. Tras la disección, se obtuvo el peso del ovario en gramos (g) y la 
repleción estomacal. El peso del ovario se midió extrayendo y depositando el ovario 
entero de cada hembra en una balanza. Posteriormente se calculó el índice 
gonadosomático (peso total/peso ovario).  
Todos los datos observados fueron posteriormente recogidos en tablas de datos 
para una mejor visión y ordenación de los mismos (Figura 5).  
Hembra Estación LDM Peso Peso ovario Índice gonad.
58 3 19 160 15,7 9,813
59 3 14,8 80 6,6 8,250
El porcentaje de fertilización se calculó al día siguiente del experimento. Se 
observó el estado de los huevos para determinar que hembras se utilizarían para el 
seguimiento de supervivencia, seleccionando las de mayor porcentaje de fecundados. El 
porcentaje se calculó por recuento directo de embriones fertilizados y los que no 
mediante una lupa binocular. Para la calorimetría de oocitos, se utilizaron las muestras 
que se guardaron en crioviales durante la fertilización. Se liofilizaron para extraer el 
máximo de agua posible. Una vez liofilizadas se pusieron en una estufa a 70 ºC para 
terminar de extraer el agua que contenían. Se trituraron manualmente hasta obtener un 
polvo homogeneizado. Cuando las muestras ya estaban trituradas, se añadía un muestra 
de entre 40 a 60 mg al pellet press con el cual se obtenía una pastilla. Esta pastilla se 
pesó y se metió en una bomba de oxígeno con una presión de 30-35 atmósferas. Se 
incineró con el calorímetro, obteniendo la energía desprendida (Cal/g). 
Figura 5. Ejemplo recogida de datos de hembras
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Para el análisis biométrico de huevos y embriones se utilizó el programa LAS 
CORE v4.1. A partir de las fotos tomadas a embriones de 40h, se midieron 10 huevos 
por hembra, obteniendo las medidas de longitud y ancho de los huevos. De los vídeos 
obtenidos de 160h y 260h se obtuvieron imágenes de los mismos mediante el programa 
Free Video to JPG Converter v5.0.23. A partir de estas imágenes, se seleccionaron 10 
embriones de cada estadío y se midió la longitud ventral del manto (LVM), desde los 
cromatóforos del inicio del manto hasta la zona de la aleta sin llegar a incluirla. 
De los huevos a las 40 h de estadío 13(Figura 6) se obtuvieron las medidas de 
largo y ancho, en micrómetros (µm) o píxeles (px) de los huevos mediante fotos 
extraídas por la lupa Leica a 16 aumentos. En el caso de las medidas en px, fueron 
pasadas a µm por el valor de conversión: 1000 µm/ 447 píxeles. Este valor se calculó 
mediante una escala observada directamente a través de la lupa y contrastada con el 
valor asignado por el programa. A estas fotos se les asignó una identificación donde se 
incluía el número de la hembra, temperatura de la incubadora, aumentos de la foto, 
horas de vida y el número de la muestra de la cual proviene. De cada hembra se 
midieron 10 huevos de forma individual y se calculó la media para obtener un valor por 
cada hembra.  
El volumen de los huevos se calculó mediante la ecuación del elipsoide, donde L 
es la longitud y l el ancho del huevo, calculado en milímetros cúbicos (mm3) (Márquez 
et al., 2013).
El área de los huevos se calculó mediante a la ecuación del área de la elipse, 
expresado en milímetros cuadrados (mm2). Siendo a y b los semiejes. 
El peso seco de los huevos se calculó a partir de las muestras recogidas en cada 
estadío. Estas muestras se congelaron a -80 oC, se liofilizaron y se pesaron en 
miligramos (mg).
Hembra Estación % fertilización Cal. oo Largo H Ancho H Vol. H Área H Peso seco H
58 3 84,834 5986,040 1054,608 877,511 0,425 2,907 0,152
59 3 84,177 6190,236 1018,032 859,241 0,394 2,748 0,153
Figura 6. Ejemplo recogida de datos de huevos a 40 h (estadío 13)
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Para los embriones de 160 h (estadío 27) y 260 h (estadío 30), se midieron 
también 10 individuos por hembra y promediados para obtener un valor medio por 
hembra. Por cada individuo se midió la Longitud Ventral del Manto (LVM), expresado 
en píxeles y convertido a micrómetros (µm) mediante la conversión 1000 µm/151.5 
píxeles. En las placas de Petri adoptan una posición ventral y no es posible determinar 
la longitud dorsal del manto. Se calculó la supervivencia media por cada hembra en los 
dos estadíos a partir de los datos observados por lupa, expresado en porcentaje, y el 
peso seco de una muestra de cada estadío expresado en miligramos (mg) (Figura 7). 
Hembra Estación LVM 27 Superv. 27 Peso seco P LVM 30 Superv. 30 Peso Seco L
58 3 1226,852 34,924 0,130 1392,318 20,122 0,128
59 3 1188,088 75,195 0,145 1296,266 35,921 0,138
2.4.2 Análisis estadísticos
Todos los datos se resumieron en tablas de datos Excel indicando las medias por 
hembra de cada dato y su correspondiente Desviación Estándar (DS). 
Se calculó la correlación de Pearson de todos los factores para observar las 
diferencias significativas al 5% (<0.05) con el programa SPSS. 
Todas las submuestras de las hembras por estaciones se analizaron mediante un 
análisis de varianza anidado con Stata. En caso  de existir diferencias, se realizó una 
comparación 2 a 2 (Test Turkey- Kramer). Se consideraron diferencias significativas 
cuando p<0.05. 
Para el peso seco, se realizó un análisis de varianza de un factor (ANOVA). En 
caso  de existir diferencias, se realizó una comparación 2 a 2 (Test Turkey- Kramer). Se 
consideraron diferencias significativas cuando p<0.05. 
3. Resultados 
3.1 Datos biológicos de las hembras desovantes
 Las hembras desovantes utilizadas para el experimento no presentaron 
diferencias significativas en el índice gonadosomático (Tabla 1). Tanto las medidas de 
Figura 7. Ejemplo recogida de datos de embriones 160h (estadío 27) y 260h estadío 30).
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talla (Figura 8) como peso de las hembras mostraron un valor significativamente 
inferior en las hembras de otoño respecto a las hembras del resto de estaciones. Así 
mismo, las hembras de primavera mostraron una clara tendencia de valores más 
elevados respecto a hembras de verano e invierno (Tabla 1), aunque solo fue 
estadísticamente significativo comparado con las hembras de invierno. El peso del 
ovario de las hembras desovantes de otoño mostró un nivel significativamente menor 
respecto a las hembras del resto de estaciones.  
Las correlaciones de Pearson de la Tabla 2 (anexo) nos muestran como la talla, 
el peso total y el peso del ovario de las hembras desovantes, se correlacionan 
fuertemente entre sí con un r-valor entre 0.904 y 0.947 (Figura 8). 
Primavera Verano Otoño Invierno 
Media DS N Media DS N Media DS N Media DS N
LDM (cm) 17,8 ± 1,0 23 b 18,4 ± 1,4 9 ab 14,8 ± 1,9 21 c 19,5 ± 1,6 16 a
Peso (g) 148 ± 31 23 b 168 ± 55 9 ab 83 ± 30 21 c 190 ± 40 16 a
Peso ovario (g) 13,7 ± 3,2 23 a 16,3 ± 5,0 9 a 7,8 ± 3,0 21 b 16,7 ± 4,4 16 a
Índice gonad. 9,3 ± 1,2 23 - 9,8 ± 0,9 9 - 9,3 ± 1,1 21 - 8,8 ± 0,9 16 -
Tabla 1. Tabla de Medias ± Desviación Estándar (DS) de los datos de las hembras por estaciones. N indica el número de 
ejemplares de cada estación. Las Medias ± DS con letras diferentes indican que hay diferencias significativas (p<0.05). 
- indica diferencias no significativas (p>0.05).
Figura 8. Correlaciones de datos biológicos de las hembras desovantes, talla con peso total de las hembras (A),
talla con peso del ovario (B) y peso total con peso del ovario (C).
A B
C
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3.2 Efecto maternal y estacional en la calidad de la puesta
El rango de fertilidad de las hembras utilizadas para el estudio se sitúa entre el 
26% ± 22 y el 64% ± 27. El análisis estadístico de porcentaje de fertilización de las 
hembras desovantes no se realizó, dado que es un parámetro que varía dependiendo de 
la frescura de los ejemplares y el tiempo de transporte hasta el laboratorio que provocan 
alteraciones en la fertilidad. El contenido energético de los oocitos de las hembras 
desovantes no mostró ninguna diferencia significativa entre las hembras de las 
diferentes estaciones (Tabla 3).  
Tanto el área como el peso seco de los huevos no presentaron diferencias 
significativas entre las hembras de las cuatro estaciones. Las medidas de largo y  ancho 
de los huevos  mostraron escasas diferencias entre los grupos, aunque el análisis 
encontró diferencias significativamente inferiores en los valores de otoño, cuando se 
comparó con los huevos del resto de estaciones. Los datos de volumen de los huevos de 
otoño mostraron una tendencia significativamente inferior al comparar con los otros 
grupos.  Así mismo, el volumen de los huevos de los otros tres grupos no presentó 
variaciones destacables, aunque el análisis encontró significativamente mayor el 
volumen de los huevos de verano respecto a los huevos de invierno (Tabla 3) 
Primavera Verano Otoño Invierno 
Media DS N Media DS N Media DS N Media DS N
Oocitos Cal. Oo (Cal/g) 6025 ± 126 18 - 5929 ± 377 6 - 5942 ± 323 19 - 6129 ± 246 14 -
Huevos Largo (µm) 1070 ± 28 15 a 1071 ± 56 11 a 1035 ± 20 16 b 1071 ± 27 16 a
Ancho (µm) 872 ± 18 15 a 881 ± 37 11 a 850 ± 25 16 b 865 ± 22 16 a
Volumen (mm3) 0,43 ± 0,03 15 ab 0,44 ± 0,06 11 a 0,39 ± 0,03 16 c 0,42 ± 0,03 16 b
Área (mm2) 2,9 ± 0,1 15 - 3,0 ± 0,3 11 - 2,8 ± 0,1 16 - 2,9 ± 0,1 16 -
Peso seco (g) 0,16 ± 0,01 11 - 0,16 ± 0,04 7 - 0,16 ± 0,01 16 - 0,15 ± 0,01 13 -
Recién nacido LVM  (µm) 1241 ± 43 6 - 1232 ± 41 11 - 1215 ± 38 16 - 1251 ± 41 12 -
prematuro Peso seco (mg) 0,16 ± 0,01 5 a 0,18 ± 0,05 7 a 0,16 ± 0,02 16 a 0,14 ± 0,01 14 b
supervivencia (%) 32 ± 34 10 - 61 ± 23 11 - 57 ± 28 18 - 43 ± 33 16 -
Recién nacido LVM  (µm) 1408 ± 44 3 - 1402 ± 74 7 - 1410 ± 65 15 - 1453 ± 47 8 -
a término Peso seco (mg) 0,15 ± 0,01 3 ab 0,19 ± 0,02 4 a 0,16 ± 0,03 15 ab 0,14 ± 0,01 7 b
supervivencia (%) 23 ± 26 6 - 48 ± 21 8 - 45 ± 26 16 - 35 ± 35 10 -
Tabla  3. Medias ± Desviación Estándar (DS) de los datos de los oocitos, huevos, recién nacidos prematuros y recién nacidos a 
término por estaciones. N indica el número de ejemplares de cada estación. Las Medias ± DS con letras diferentes indican que hay 
diferencias significativas (p<0.05). - indica diferencias no significativas (p>0.05).
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La talla y la tasa de supervivencia de los recién nacidos prematuros no 
presentaron ninguna diferencia significativa al comparar entre los grupos (Tabla 3). Los 
valores de peso seco de los recién nacidos prematuros de invierno fueron 
significativamente inferiores al compararlo con el peso seco de los recién nacidos 
prematuros de las otras estaciones (Tabla 3). 
La talla y la tasa de supervivencia de los recién nacidos a término no presentaron 
ninguna diferencia significativa al comparar entre los grupos (Tabla 3). Los valores de 
peso seco de los recién nacidos a término apenas presentaron variaciones destacables, 
pero el análisis demostró que los valores de peso seco de recién nacidos a término de 
verano eran significativamente superiores a los datos de invierno (Tabla 3). 
Los resultados del análisis estadístico anidado se muestran en la Tabla 4. El 
efecto submuestra nos presenta una relación significativa con los parámetros medidos 
(p>0.05). El factor hembra presentó una relación positiva con todos los parámetros 
medidos al hacer el estadístico (p<0.05). El factor estación mostró una relación 
significativa  con el largo, ancho y volumen de los huevos (p>0.05).  
Todos los datos de las correlaciones de Pearson y su significación se muestran 
en la Tabla 2 (anexo). La talla, el peso total y el peso del ovario de las hembras 
desovantes mantienen correlaciones significativas con  el largo, el ancho, el volumen y 
el área de los huevos y con la talla de los embriones recién eclosionados prematuros con 
unos r-valores que oscilan entre 0.359 y 0.519 (Figura 9). El índice gonadosomático de 
las hembras desovantes solamente mantuvo una correlación positiva con el peso seco de 
los recién eclosionados prematuros con un r-valor de 0.307. 
P-valor
MEDIDA ESTACIÓN HEMBRA SUBMUESTRA
Largo 0.0025 0.0000 0.9997 
Ancho 0.0047 0.0000 0.9477 
Volumen 0.0016 0.0000 0.9561 
LVM 27 0.076 0.0000 0.7939 
LVM 30 0.2417 0.0000 0.4958 
Superv 27 0.2070 0.0000 0.0823 
Superv 30 0.2457 0.0045 0.1106 
Tabla 4. Análisis jerárquico o anidado de los valores obtenidos de los huevos y embriones respecto a los 
factores estación, hembra y submuestra. p<0.05 indica diferencias significativas. 
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3.3. Desarrollo de la puesta
Las medidas de largo, ancho, volumen, área y peso seco de los huevos 
mantuvieron una fuerte correlación entre ellos con r-valores que oscilaron entre 0.517 y 
0.990. Además, también mantuvieron una fuerte correlación positiva con la talla de los 
recién eclosionados prematuros con r-valores entre 0.517 y 0.625 (Tabla 2 anexo).  
La talla de los embriones de estadío 27 se correlacionaron con la talla de los 
recién eclosionados a término (r = 0.362). La supervivencia de embriones de estadío 27 
se correlacionó con el peso seco de los huevos (r = 0.379), el peso seco de recién 
eclosionados prematuros  (r = 0.382) y fuertemente con la supervivencia de los recién 
eclosionados a término  (r = 0.858). El peso seco de los recién eclosionados prematuros 
se correlacionó débilmente con la supervivencia de los recién eclosionados a término (r 
= 0.466) y fuertemente con el peso seco de los embriones de estadío 30 (r = 0.790) 
(Figura 10). Además, la supervivencia de los recién eclosionados a término se 
Figura 9. Correlaciones de la talla de los huevos (A), la talla de recién eclosionados prematuros (B) y  
la talla de recién eclosionados a término (C) con la talla de las hembras.
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C
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correlacionó débilmente con el peso seco de su mismo estadío (r = 0.388) (Tabla 2 
anexo). 
4. Discusión 
Las primeras etapas de desarrollo embrionario de un animal son de interés, ya 
sea como componentes del ciclo de vida de una especie, o como modelos para los 
patrones y procesos ontogénicos generalizados (Boletzky, 2003). En el caso de los 
cefalópodos, su desarrollo ha sido estudiado entre otros factores, por su interés 
comercial. Varios autores han descrito las características de estas etapas en diferentes 
especies de cefalópodos. Este trabajo se basa en los estadíos descritos por Sakai et al., 
(1998) para Illex argentinus. 
El crecimiento de los cefalópodos es muy variable y está influenciado por 
temperatura, la dieta, la edad, el género y el nivel de madurez sexual (Forsythe,  1993; 
Forsythe and Van Heukelem, 1987). En el presente trabajo se observaron diferencias 
entre las tallas de las hembras. Las  tallas de las hembras desovantes de otoño son 
significativamente inferiores al resto de estaciones. Estos resultados se asemejan al 
estudio de Sánchez et al. (1998). Aunque no existan diferencias significativas entre el 
resto de estaciones, si que se puede observar una tendencia oscilatoria de tallas, siendo 
mayores en verano e invierno, y menores en primavera y otoño. La temperatura es el 
Figura 10. Correlación de peso seco de los huevos de 40 h con el peso seco de los recién eclosionados 
prematuros de estadío 27 a las 160 h (A) y con los recién eclosionados a término de estadío 30 a las 260 h (B).
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factor que más influye en el crecimiento, como fue demostrado en experimentos de 
laboratorio (Wood an O’Dor, 2000; Aguado Gimenez y Garcia Garcia, 2002). El 
aumento de temperatura del agua de otoño, debido a la irradiación durante el verano, da 
lugar a una generación de calamares con un ratio de desarrollo mayor. Esta tasa de 
desarrollo genera individuos más pequeños y jóvenes (González y Guerra, 1996; 
Sánchez et al., 1998; Ragonese et al. (2002). El peso de las hembras y el peso del 
ovario, siguen la misma tendencia que la talla. Esto se debe al desarrollo del individuo 
que, aunque haya variabilidad de pesos, generalmente van relacionados, a mayor talla, 
mayor peso.  
Los análisis de energía de los oocitos no presentan variabilidad alguna entre las 
estaciones. Esto indica que aunque varíe la talla de las hembras, los oocitos contienen 
una tasa de energía muy poco variable. El tamaño de los huevos, tanto en largo como en 
ancho, siguen los mismos patrones que la talla de las hembras. Nos muestra que a 
hembras más grandes, oocitos más grandes (Coleman y Galvani, 1998). Esta relación, 
podría utilizarse como un indicador de la calidad de la puesta según las características 
morfométricas de las hembras desovantes.  
El efecto materno tiene una influencia mucho mayor que la temperatura tanto en 
los huevos fecundados como en los embriones, ya sean prematuros o recién nacidos a 
término. Los análisis estadísticos (Tabla 4) sugieren que el efecto materno viene dado 
en la carga genética, ya que la energía de los oocitos no muestra diferencias 
significativas. Esta influencia materna ha sido objeto de estudio dependiendo de la dieta 
de las hembras (Steer et al., 2004; Lewis and Choat, 1993; Uriarte et al, 2011). La 
influencia materna explica casi por completo la variabilidad entre los parámetros 
observados. El efecto paterno es otro aspecto a tener en cuenta, pero en este estudio es 
difícil medir este factor. El esperma utilizado durante el presente estudio fue resultado 
de la mezcla de espermatangios de varias hembras, por lo que fue originario de varios 
machos. Por ello se supone que el efecto paterno en este estudio esta probablemente 
muy reducido. 
En la Tabla 2 (anexo) se observan fuertes correlaciones entre los parámetros de 
talla, peso total y peso del ovario de las hembras desovantes. Esta relación muestra las 
características morfológicas de las hembras. A su vez, los parámetros de las hembras 
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muestran una relación directa con los huevos fecundados, mostrándonos una vez más, 
que las características morfológicas de las hembras determinan su descendencia. La 
influencia materna muestra una débil influencia sobre las tallas de los embriones recién 
eclosionados prematuros y no es significativa con los recién eclosionados a término. Por 
el contrario, se muestra una correlación positiva entre los parámetros de los recién 
eclosionados prematuros y los recién eclosionados a término. Pese a esta pérdida de 
influencia materna con el paso del tiempo, se podría predecir la calidad de las larvas que 
se desarrollarán. Observando las características biométricas  de los huevos fecundados, 
se podría hacer una aproximación de las características que presentarán los embriones 
cuando eclosionen. Más estudios en este campo podrían determinar la hipótesis que se 
plantea, ya que sería de gran interés de cara a un posible cultivo si se consigue cerrar el 
ciclo biológico. 
La talla y la supervivencia de los embriones recién eclosionados prematuros y 
recién eclosionados a término, no varía significativamente con las estaciones. Este 
hecho marca que el efecto temperatura en la talla de los embriones, va perdiendo 
influencia al cabo del tiempo de incubación pero que es importante en las primeras 
etapas del desarrollo embrionario. Esto coincide con estudios realizados con O.mimus 
(Uriarte et al., 2012) y con Illex coindetii (Villanueva et al., 2011). El efecto que tenía la 
temperatura en la fase de huevos era más importante, ya que marcaba a los huevos de 
otoño notablemente más pequeños que los huevos del resto de estaciones. Igualmente, 
conociendo la temperatura de incubación, se puede estimar el tiempo de eclosión de los 
embriones como demostró Villanueva et al. (2011). El peso seco de los recién 
eclosionados prematuros nos muestra que los embriones de invierno son más pequeños 
que los de las otras tres estaciones. Por otro lado, el peso seco de los embriones recién 
eclosionados nos muestra que los embriones de invierno sólo difieren con los embriones 
de verano. Esta reducción de diferencias en peso seco nos marca, una vez más, que la 
influencia de la temperatura pierda efecto con las horas de incubación. El peso seco de 
los embriones se va estabilizando e igualándose y puede que si siguiera incubando, 
llegaría a un estadío que se estabilizarían los valores y podría no ser significativo, como 
pasa con la talla y la supervivencia. Futuros estudios en este aspecto pueden confirmar 
esta hipótesis. 
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5. Conclusiones 
 Con el presente trabajo, creemos haber aportado evidencias de que la influencia 
materna es un factor determinante durante las primeras etapas del desarrollo 
embrionario y que las diferencias morfológicas de las larvas por influencia de la 
temperatura estacional, decrecen a medida que se desarrollan.  Con este estudio 
esperamos haber contribuido, un poco más, a conocer el complejo desarrollo 
embrionario de los cefalópodos y que sea de interés para futuros estudios que versen 
sobre estas etapas.  
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LDM Peso
Peso 
ovario
Índice 
gonad. Largo H
Ancho 
H Vol. H Área H
Peso seco 
H
Cal 
oo.
LVM 
27
Superv 
27
Peso seco 
P
LVM 
30
Superv. 
30
Peso seco 
L
LDM C. Pearson 1 0,947** 0,904** 0,388** 0,457** 0,463** 0,456** 0,384*
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,011
Peso C. Pearson 0,947** 1 0,947** 0,425** 0,488** 0,502** 0,495** 0,359*
Sig. (bilateral) 0 0 0,001 0,000 0,000 0,000 0,018
Peso ovario C. Pearson 0,904** 0,947** 1 0,448** 0,501** 0,519** 0,514** 0,376*
Sig. (bilateral) 0 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,013
Índice C. Pearson 1 0,307*
gonadosomático Sig. (bilateral) 0,048
Largo H C. Pearson 0,388** 0,425** 0,448** 1 0,682** 0,863** 0,926** 0,543** 0,625**
Sig. (bilateral) 0,003 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ancho H C. Pearson 0,457** 0,488** 0,501** 0,682** 1 0,957** 0,907** 0,611** 0,517**
Sig. (bilateral) 0 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Vol. H C. Pearson 0,463** 0,502** 0,519** 0,863** 0,957** 1 0,990** 0,636** 0,591** 0,342*
Sig. (bilateral) 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,028
Área H C. Pearson 0,456** 0,495** 0,514** 0,926** 0,907** 0,99** 1 0,624** 0,618** 0,339*
Sig. (bilateral) 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,03
Peso seco H C. Pearson 0,543** 0,611** 0,636** 0,624** 1 0,379* 0,810** 0,763**
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014 0,000 0,000
Cal oo. C. Pearson 1
Sig. (bilateral)
LVM 27 C. Pearson 0,384* 0,359* 0,376* 0,625** 0,517** 0,591** 0,618** 1 0,362*
Sig. (bilateral) 0,011 0,018 0,013 0,000 0,000 0,000 0,000 0,042
Superv 27 C. Pearson 0,379* 1 0,382* 0,858**
Sig. (bilateral) 0,014 0,013 0,000
Peso seco P C. Pearson 0,307* 0,342* 0,339* 0,810** 0,382* 1 0,466* 0,790**
Sig. (bilateral) 0,048 0,028 0,03 0,000 0,013 0,011 0,000
LVM 30 C. Pearson 0,362* 1
Sig. (bilateral) 0,042
Superv 30 C. Pearson 0,858** 0,466* 1 0,388*
Sig. (bilateral) 0,000 0,011 0,045
Peso seco L C. Pearson 0,763** 0,790** 0,388* 1
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,045
Tabla 2. Correlaciones de Pearson y su Significación bilateral. Se observa la longitud dorsal del manto (LDM), el peso, peso del ovario y el índice gonadosomático de las hembras 
maduras. Largo (largo h), ancho (ancho h), volumen (vol h), área (área h) y peso seco (peso seco h) de los huevos. Calorimetría (Cal oo.) de los oocitos. Longitud ventral del manto 
(LVM 27), supervivencia (superv 27) y peso seco (peso seco P) de los embriones prematuros (estadío 27). Longitud ventral del manto (LVM 30), supervivencia (superv 30) y peso seco 
(peso seco L) de los embriones recién eclosionados (estadío 30). (*) La correlación es significativa en el nivel 0,05 (2 colas). (**) La correlación es significativa en el nivel 0,01 (2 colas). 
Los espacios en blanco son diferencias no significativas (p>0.05)
8. ANEXO
